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摘要 将 合成 的 人 胰 高 血糖 素 样 肽 -1(glucagon-1ike peptide-1, GLP-1) 突变 体 基 因 与 1gG4 
抗体 的 Fc 部 分 进行 融合 获得 GLP-1-1gG4-Fc 片 段 ， 获 得 的 片段 与 pXC17. 4 载体 进行 连接 ， 用 电 
转化 方法 将 线性 化 质粒 稳定 转 染 CH0-K1 细 胞 ， 通 过 ClonePix 2 筛选 出 高 表达 细胞 株 ， 产 量 达 
1.5 g/L。 收 集 培养 上 清 并 经 Protein A 和 Source 30Q 纯 化 ， 得 到 的 GLP-1-1gG4-Fc 融 合 蛋 白 ， 
SDS-PAGE 纯 度 高 于 95%，HPLC 纯 度 和 CZE 纯 度 均 不 低 于 80%，SEC 纯 度 高 于 99%。 经 质谱 和 肽 图 
谱 测 定 ， 分 子 量 与 理论 值 一 致 ， 肽 图 谱 序 列 与 对 照 品 高 度 一 致 。 生 物 学 活性 分 析 表 明 ， 
GLP-1-1g6G4-Fc 融 合 蛋白 具有 促进 表达 有 GLP-1 受 体 的 HEK293 细 胞 分 涛 cAMP 的 活性 , 并 且 该 活 
性 与 对 照 品 高 度 相似 。 
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Expression and Characterization of Recombinant 


GLP-1-1 gG4-FcFusion Protein’ 
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Abstract The GLP-1 mutant gene and Fc of IgG4 were fused into GLP-1-IgG4-Fc, and inserted 
into a mammalian expression vector pXC17.4. CHO-K1 cell was stable transfected with 
linearlized plasmid. High expressing clone with yield of 1.5 g/L was got through ClonePix 2. The 
target GLP-1-IgG4-Fc was gained with SDS-PAGE purity more than 95% after purification by 
Protein A and Source 30 Q. The HPLC and CZE purity of the target protein were more than 80%, 
and the purity was more than 99% by SEC analysis. The molecular weight was consistent with 


theoretical value by MS and the peptide map was the same as that of the control by peptide 
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mapping analysis. The biological activity analysis showed that GLP-1-IgG4-Fc stimulated cAMP 
production in HEK293 cell expressing GLP-1 receptors, and the biological activity was highly 
similar to the control. 

Key words Recombinant human glucagon like peptide -1; GLP-1-IgG4-Fc fusion protein; CHO 


cell; Biological activity 


胰 高 血糖 素 样 肽 -1 (glucagon like peptide-1，GLP-1)， 又 称 肠 促 胰 岛 素 ， 由 
DĚ L 细胞 合成 和 分 小， 属于 人 胰 高 血糖 素 原 基因 编码 的 一 种 肠 促 胰岛 素 激 素 。 
GLP-1 有 两 种 活性 形式 ，GLP-1 (7-37) 和 GLP-1 (7-36) 氨基 化 合 物 ， 两 种 多 
肽 具有 相同 的 功效 和 相同 的 半衰期 。 在 体内 通过 与 多 器 官 上 的 GLP-1 受 体 结合 ， 
通过 多 种 不 同 的 机 制 降低 血糖 ， 并 已 经 被 临床 证 实 ， 其 对 I 型 糖尿 病 具有 良好 
的 治疗 效果 。 但 由 于 天 然 GLP-1 在 体内 极 易 被 二 肽 基 肽 酶 〈Dipeptidyl-peptidase 
IV, DPP-IV, EC3.4.14.5) 和 中 性 内 上 肽 酶 (Neutral Endopeptidase, NEP, EC3.4.24.11) 
剪 切 其 活性 位 点 ，GLP-1 在 体内 的 半衰期 极 短 ， 约 2 min!" 

为 了 促使 GLP-1 具 有 成 药性 ， 不 少 研究 者 通过 对 GLP-1 进 行 改造 和 修饰 ， 包 
括 进行 氨基 酸 突 变 、 脂 肪 酸化 修饰 、 聚 乙 二 醇 修饰 、 与 免疫 球 和 蛋白 或 人 血清 白 蛋 
白 融合 表达 、 连 接 与 人 血清 白 蛋白 相 结合 的 小 分 子 等 方式 ， 延 长 天 然 GLP-1 的 半 
衰 期 P9。 诸 多 研究 证 明 ， 重 组 蛋白 与 人 IgG 抗体 Fc 段 融合 表达 ， 形 成 融合 蛋白 即 
Fc 融合 蛋白 , 可 以 明显 地 提高 重组 蛋白 的 稳定 性 ， 增 加 其 半衰期 ， 如 已 经 上 市 的 
依 那 西 普 和 阿 柏 西 普 ， 不 仅 具 有 融合 蛋白 活性 ， 还 有 较 长 的 半衰期 名。 为 了 抵抗 
DPP-IV 的 降解 , 降低 GLP-1 的 免疫 原 性 , 增强 GLP-1 的 临床 有 效 性 , 本 文 将 GLP-1 
第 2 位 的 氨基 酸 由 丙 氨 酸 变 成 甘氨酸 ， 第 16 位 氨基 酸 由 甘氨酸 变 成 谷 氨 酸 ， 第 30 
位 氨基 酸 由 精 氨 酸 变 成 甘氨酸 ， 人 然后 通过 连接 肽 (GGGGSGGGGSGGGGSA) 
P91， 将 GLP-1 突 变 体 与 lgG4 的 Fe 部 分 进行 融合 表达 ,通过 体外 活性 研究 ,结果 表 
明 GLP-1-IgG4-Fc 融 合 蛋 白 具 有 较 好 的 生物 活性 ， 与 对 照 品 高 度 相似 。 

1 材料 与 方法 

1.1 材料 

1.1.1 质 粒 、 菌 株 和 细胞 

基本 载体 pXC17.4 (Lonza) Fill E.coli DH5a 由 本 实验 室 保 藏 ， 谷 氨 酰 胺 缺陷 


型 中 国 仓 鼠 卵 梨 细 胞 CHOKISV-KO (Lonza) 由 本 实验 室 培养 并 冻 存 ; 
GLP-1-IgG4-Fc 核酸 序列 由 南京 金 斯 瑞生 物 科 技 有 限 公司 优化 与 合成 ; 引物 合成 
与 测序 由 广州 艾 基 生物 公司 生物 技术 有 限 公司 完成 ， 生物 活性 检测 使 用 细胞 
(HEK293/GLP1R〉 由 辉 源 生物 科技 (上海 ) 有 限 公司 提供 。 

1.1.2 药品 与 试剂 

Hind Il, EcoR I 限制 性 内 切 酶 及 TsDNA Ligase JAA TaKaRa; 质粒 提取 和 
DNA 回收 试剂 盒 购 自 Omega; 中 提 质 粒 试剂 盒 购 自 life; Cellvento™ CHO-200 
培养 基 (Merck Millipore); CH CHO AGT 培养 基 (CGibco ); 工 -蛋氨酸 硕 亚 胶 C(MSX， 


Sigma) ; Zi (ACN); Trypsin (Promega); 甲酸 (阿拉 丁 ); 三 氟 乙 酸 (TFA, 


Merk); SDS (Amresco); 考 马 斯 亮 赣 R-250 (Bio-Rad); 30% acrylamide (West 


Gene); Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad); FITC 标记 亲 和 
纯化 山羊 抗 人 IgG 二 抗 (FITC-conjugated AffiniPure Goat Anti-Human IgG, f$ 5; 
109-095-008, 购 自 Jackson ); 融合 蛋白 对 照 品 (Lilly); cAMP 检测 试剂 盒 (Cisbio ); 
其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.1.3 仪器 设备 

Clone Select Image 和 ClonePix 2 (Molecular Devices) ; 高 效 液 相 色谱 仪 


(Agilent1260 HPLC, Agilent); Agilent 6530 Q-TOF (Agilent); 多 功能 酶 标 仪 

(BMG); 冷冻 离心 机 (Thermo); 二氧化碳 培养 箱 (Thermo); 质谱 分 析 C8 和 
C18 色谱 柱 (Agilent); RP-C18 色谱 柱 (Sepax); AKTA Avant (GE); 低速 离心 
HL (Thermo); 凝 胶 成 像 仪 (Bio-Rad); 迷你 双 垂 直 电 泳 仪 (北京 六 一 ); 高 效 毛 
细 管 电泳 仪 〈Capillary Zone Electroporesis, CZE, Beckman). 

1.2 方法 

1.2.1 GLP-1-IgG4-Fc 融合 表达 质粒 的 构建 

按照 CHO 细胞 的 优化 策略 ， 对 GLP-1-IgG4-Fe 序列 进行 优化 ， 同 时 对 序列 

的 5′ 端 添加 Hind II FU Kozak 序列 (gccgccacc) 、 序 列 3 端 添加 双 终 止 密码 
子 (TGATGA ) 和 EcoR 1, 委托 金 斯 瑞 全 基因 合成 ,合成 的 pUC-57-GLP-1-IgG4-Fc 
通过 Hind III 和 EcoRI 双 酶 切 获得 GLP-1-IgG4-Fe 片段 ，pXC17.4 经 Hind III 和 
EcoRI 双 酶 切 后 回收 载体 片段 ， 将 二 者 进行 连接 ， 转 化 E.coli DH5a， 并 涂 布 含 
100 pg/ml AKAN LB 平板 ， 筛 选 阳性 克隆 ， 抽 提 质 粒 进行 PCR 鉴定 、 双 


酶 切 鉴 定 和 基因 测序 分 析 。 
1.2.2 GLP-1-IgG4-Fc 融合 蛋白 表达 质粒 稳定 转 染 CHO 细胞 及 建立 高 表达 Pool 

利用 Pvu LXI FE pXC17.4-GLP-1-IgG4-Fc 进行 线性 化 ， 经 纯化 、 过 滤 除 菌 
及 无 菌 检测 后 ， 获 得 线性 化 质粒 pXC17.4-dGLP-1-IgG4-Fc (浓度 为 0.4 pg/pL) 。 
准备 1x107 cells 处 于 指数 生长 期 的 CHOK1SV-KO 细胞 ， 加 入 到 电击 杯 中 ,体积 
为 0.7 mL, 另外 加 入 100 uL 浓度 为 0.4 ug/uL 的 线性 化 DNA, 按照 预 设 程序 Chik 
冲 300 V、900 nF， 电 阳 wo， 指 数 波 ，4 mm gap) 将 线性 化 质粒 pXC17.4-dGLP-1- 
IgG4 电 转 染 至 CHOKISV-KO 受 体 细胞 中 。 电 击 后 将 细胞 转 至 96 孔 板 中 ， 每 孔 
50 uL ( 约 5000 cells) ， 置 于 恒温 CO: 培养 箱 培养 。 培 养 1 d 后 , 每 孔 加 入 150 uL 
CD CHO AGT ( 含 33.3 umol: L! MSX) 培养 基 进 行 加 压 。 培 养 20 A, FA Clone 
Select Image 对 96 孔 板 进行 扫描 ， 采 用 非 侵入 性 方法 成 像 ， 通 过 白光 和 /或 荧光 

(以 无 标记 的 方式 ) 对 96 孔 板 进行 自动 扫描 、 快 速成 像 和 估算 细胞 数目 ， 定 量 

检测 每 孔 细 胞 的 汇合 度 〈 汇 合 度 = 细胞 所 占 面积 / 孔 板 总 面积 ) 。 利 用 Fortebio 测 
定 表达 量 ， 选 择 具有 优势 的 pool 依次 进行 24 孔 板 、6 孔 板 扩大 培养 。 
1.2.3 ClonePix 2 筛选 亚 克 隆 

配置 添加 有 FITC 效 光 二 抗 的 半 固 体 培养 基 ， 对 6 孔 板 培养 的 高 表达 Pool 
进行 半 固 体 培养 。 培 养 10 天 后 ， 采 用 ClonePix 2 对 克隆 细胞 团 进行 白光 和 荧光 
扫描 成 像 ， 根 据 菊 光 强 度 、 克 隆 间 距 、 细 胞 大 小 以 及 细胞 形状 设 定 阔 值 ， 采 用 
ClonePix 2 的 针头 挑 取 具有 优势 的 单 克 隆 至 96 孔 板 ， 并 接着 进行 24 孔 板 、6 FL 
板 扩大 培养 。 利 用 Fortebio 测定 克隆 表达 量 并 计算 比 生 产 速率 〈Specific 
productivity Rate, SPR) ， 综 合 表 达 量 和 SPR 的 结果 ， 最 终 挑 取 Clone D FYE 
进行 表达 ， 每 天 取样 测定 细胞 生长 趋势 等 参数 ， 最 后 获取 细胞 上 清 液 。 
1.2.4 GLP-1-IgG4-Fc 融合 蛋白 的 初步 纯化 

4C，4000rpm， 离 心 10 min 收集 上 清 液 ， 上 样 至 Protein A 层 析 柱 中 ,用 乙 
酸 缓冲 液 进行 等 度 洗 脱 ,收集 洗 脱 峰 。 将 洗 脱 下 的 收集 液 调 pH 后 再 上 样 至 Source 
30Q 层 析 柱 ，0-0.1 M NaCl 溶液 梯度 洗 脱 ， 收 集 目的 蛋白 ， 目 的 蛋白 用 于 质量 检 
测 和 鉴定 。 
1.2.5 GLP-1-IgG4-Fc 融合 蛋白 的 检测 和 鉴定 


表达 量 检测 : 细胞 株 的 亚 克 隆 筛选 过 程 是 利用 Fortebio 来 测定 表达 量 ; TEX 
培养 样品 的 表达 量 则 是 通过 Protein A-HPLC 来 测定 的 。 

质量 检测 : 分 别 对 融合 蛋白 样品 进行 RP-HPLC、CZE、SEC 和 SDS-PAGE 
分 析 。 

鉴定 : 完整 分 子 量 分 析 : 将 样品 稀释 至 1 mg/mL， 高 速 离心 后 取 上 清 液 进行 
液 质 连用 分 析 。 肽 图 谱 分 析 : 将 样品 用 Trypsin 酶 解 后 进行 液 质 连用 分 析 。 通 过 
MassHunter B.06.00 数据 分 析 软 件 进行 处 理 得 到 相应 的 分 子 量 和 氨基酸 序列 。 
1.2.6 生物 学 活性 测定 

cAMP 测定 : 本 分 析 方 法 是 基于 细胞 的 生物 测定 法 。GLP-1- IgG4-Fc 融合 蛋 
白 能 够 激活 转 染 有 人 GLP-1 受 体 的 HEK293 细胞 CHEK293/GLP-1RO , FERI 
量 依赖 性 地 在 细胞 内 产生 cAMP. HEK293/GLP-IR 细胞 经 过 不 同 浓度 的 GLP-1- 
IgG4-Fc 融合 蛋白 或 对 照 品 刺 激 孵 育 后 ， 将 其 裂解 ， 使 用 CISBIO cAMP 检测 试 
剂 盒 测定 所 产生 的 cAMP， 用 多 功能 酶 标 仪 激发 平板 并 读数 。 


2 结果 
2.1 6GLP-1-1gG4-Fc 融 合 蛋白 表达 质粒 的 构建 及 鉴定 

对 合成 的 质粒 pUC-57-GLP-1-IgG4-Fc 和 基本 载体 pXC17.4 进行 Hind II 和 
EcoRI 双 酶 切 后 ， 分 别 获得 目的 基因 片段 (903bp) 和 载体 片段 〈6893bp) (IL 
1) 。 通 过 T4 DNA Ligase 将 回收 的 目的 基因 片段 和 载体 片段 进行 连接 ， 转 化 
E.coli DH5a， 挑 取 阳 性 克隆 进行 质粒 抽 提 ， 并 做 酶 切 鉴定 ( 见 图 2) 与 测序 ， 结 
果 显 示 成 功 获得 重组 质粒 pXC17.4-GLP-1-IlgG4-Fc( 见 图 3) ,对 该 质粒 进行 Pvu 
I 线性 化 并 用 于 稳定 转 染 。 
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图 1 质粒 pXC17.4 fll pUC-57-GLP-1-IgG4-Fc 酶 切 示意 图 图 2 pXC17.4-GLP-1-IgG4-Fc 酶 切 示意 图 


Fig.1 Restriction pattern of pXC17.4 and Fig.2 Restriction pattern of pXC17.4-GLP-1-IgG4-Fc 
pUC-57-GLP-1-IgG4-Fc M1: 2-EcoT14 I digest; 
1-5: pXC17.4/Hind HU EcoR I; M:DL2000 Marker; 1-4:pXC17.4-GLP-1-IgG4-Fc/Hind III/EcoR I; 
6-10:pUC-57-GLP-1-IgG4-Fc/Hind III/EcoR I M2:DL2000 Marker 


EcoR I SV40 Poly-A 
GLP-1-IgG4-Fc 


pXC17.4-dGLP-1-IgG4-Fc 


7796 bp 


SV40E (and SV40 ori) 
SV40 intron + Poly-A : 
GS cDNA 


3 pXC17.4-GLP-1-IgG4 质粒 图 谱 
Fig.3 Plasmid pattern of pXC17.4-GLP-1-IgG4 


2.2 GLP-1-1gG4-Fc 融 合 蛋白 高 表达 Poo1 的 建立 

电 转 后 铺 96 FLIR, 形成 细胞 pool, 经 过 约 20 天 的 培养 ,对 其 进行 Clone Select 
Image 成 像 〈 见 图 4) ， 选 取 汇 合 度 三 45% 的 pool， 取 上 清 液 利用 Fortebio 测 表 
达 量 ， 选 择 表 达 量 宇 13 hg/mL、 相 对 表达 量 宇 22 的 24 个 Pool # 24 FLALA 6 FL 
板 进行 扩 培 。 
2.3 GLP-1-1gG4-Fc 融合 蛋白 稳定 细胞 株 的 建立 

通过 对 高 表达 pool 进行 含 FITC 区 光标 记 抗体 的 半 固 体 培 养 基 培 养 10 天 后 ， 
采用 ClonePix 2 对 其 进行 白光 和 欧 光 扫描 成 像 〈 见 图 5) ， 系 统 自动 根据 FITC 
阳性 克隆 外 部 平均 荧光 强度 由 高 到 低 进行 排序 ， 调 整 细胞 间距 、 细 胞 大 小 及 细胞 
形态 等 参数 ， 选 定 具 有 优势 的 单 克隆 。 通 过 针头 挑 取 优 势 单 克隆 至 96 孔 板 ， 再 
依次 进行 24 孔 板 和 6 和 孔 板 扩大 培养 。 批 培养 后 利用 Fortebio 测 表达 量 ， 同 时 计 
算 SPR 值 ， 最 终 挑选 到 高 表达 菌株 (399 g/mL, 40 ped) Clone D 进行 摇 瓶 培养 ， 
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培养 10 天 后 收取 细胞 培养 液 上 清 ， 最 终 表 达 量 达到 1.5 g/L. 


图 4 细胞 pools 的 Clone Select Image 成 像 示意 图 
Fig.4 Clone Select Image pattern of cell pools 


way, p— 


> 5 克隆 半 固 体 培养 后 的 ClonePix 2 成 像 示 意图 


Fig.5 ClonePix 2 pattern of clones after semisolid culturing 


2.4 GLP-1-1gG4-Fc 融 合 蛋 白 的 初步 纯化 

摇 瓶 发 酵 得 到 的 细胞 培养 液 上 清 经 过 离心 、Protein A 层 析 捕获 和 Source30Q 
两 步 层 析 纯 化 并 分 析 ， 结 果 显 示 ，RP-HPLC 纯度 和 CZE 纯度 不 低 于 80% LA 
6 和 图 7) ， 目 标 融 合 蛋 白 SEC 纯度 高 于 99% 〈 见 图 8) 。 
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图 6 Source 30Q 层 析 纯化 GLP-1-IgG4-Fc 样品 RP-HPLC 分 析 图 
上 面 的 样品 是 30Q 层 析 纯化 得 到 的 GLP-1-IgG4-Fc， 下 面 的 样品 是 Protein A 捕获 后 样品 
Fig.6 RP-HPLC analysis of CLP-1-IgG4-Fc purified by Source 30Q chromatography 
The sample above was GLP-1-IgG4-Fc purified by Source 30Q chromatography and the sample below was 
GLP-1-IgG4-Fc purified by Protein A chromatography. 


ong __ UV-214nm — UV-214nm " an 
GJC1013-30Q-S GJC1013-30Q-C2 £3 
Corrected Area Percent Corrected Area Percent 


图 7 Source 30Q 层 析 纯化 GLP-1-IgG4-Fe 样品 CZE 分 析 图 
上 面 的 样品 是 Q 层 析 纯化 得 到 的 GLP-1-IgG4-Fc， 下 面 的 样品 是 Protein A 捕获 后 样品 
Fig.7 CZE analysis of GLP-1-IgG4-Fc purified by Source 30Q chromatography 


The sample above was GLP-1-IgG4-Fc purified by Source 30Q chromatography and the sample below was 
GLP-1-IgG4-Fc purified by Protein A chromatography. 
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图 8 Source 30Q 层 析 纯化 GLP-1-IgG4-Fe 样品 SEC 分 析 图 
Fig.8 SEC analysis of GLP-1-IgG4-Fc purified by source 30Q 


2.5 GLP-1-1gG4-Fc 融 合 蛋白 的 鉴定 

对 纯化 后 得 到 的 GLP-1-IgG4-Fc 融合 蛋白 进行 SDS-PAGE 鉴定 、 质 谱 鉴 定 
和 肽 图 谱 分 析 。SDS-PAGE 分 析 结 果 显 示 ， 目标 蛋白 的 纯度 大 于 95% OLR 9) ; 
质谱 鉴定 结果 显示 ， 测 得 的 分 子 量 主要 为 62562Da CGOF/ GOF) 和 62724 (GOF 
/GIF) 〈 见 图 10) ， 与 理论 分 子 量 一 致 ，LC-MS 分 析 结 果 表 明 ，Trypsin 酶 解 后 
得 到 的 氨基 酸 序 列 与 对 照 品 的 氨基 酸 序列 一 致 ,序列 覆盖 率 为 100%( 见 图 11), 
进一步 确证 了 融合 蛋白 的 序列 , 说 明 经 过 基因 重组 和 纯化 得 到 了 高 纯度 的 目标 融 
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图 9 GLP-1-IgG4-Fc 融合 蛋白 纯化 后 的 SDS-PAGE 分 析 图 谱 
Fig.9 SDS-PAGE analysis of GLP-1-IgG4-Fc after purification 


M; Marker; 1: 对 照 品 ，2: 纯化 后 的 GLP-1-IgG4-Fc 融合 蛋白 
M: Marker; 1: The control; 2: GLP-1-IgG4-Fc after purification 
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图 10 质谱 测定 GLP-1-IgG4-Fc 的 分 子 量 
Fig.10 Molecular weight of GLP-1-IgG4-Fc by LC-MS 
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图 11 GLP-1-IgG4-Fe 的 肽 图 谱 分 析 
Fig.11 Peptide mapping analysis of GLP-1-IgG4-Fc 
2.6 GLP-1-1g64-Fc 融 合 蛋 白 的 生物 活性 测定 
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图 12 GLP-1-IgG4-Fc 的 体外 生物 活性 测定 
Fig.12 Biological activity assay of GLP-1-IgG4-Fc in vitro 


cAMP 测定 结果 如 图 12 ras, GLP-1-IgG4-Fe 能 够 促进 表达 有 GLP-1 受 体 
的 HEK293 产生 cAMP， 且 呈现 剂量 依赖 关系 。ECso 值 越 低 ， 表 示 其 活性 越 高 。 


结果 表明 GLP-1-IgG4-Fc 的 生物 学 活性 与 对 照 品 高 度 相 似 。 
#21 对 照 品 与 rGLP-1 半数 效应 对 比 
Table 1 Comparison of ECso between the control and GLP-1-IgG4-Fc 


对 照 品 GLP-1-IgG4-Fc 


ECso (nM) 0.1088 0.09004 


3 讨论 
中 国 已 成 为 全 球 糖尿 病 第 一 大 国 ， 糖 尿 病 患者 人 数 达 1.1 亿 人 ， 据 世界 卫生 
组 织 推测 ， 中 国 糖尿 病 患 者 人 数 到 2040 年 会 从 目前 的 1.1 亿 增 加 到 1.5 45, 其 中 
TL 型 糖尿 病 占 糖尿 病 总 人 数 的 90% 以 上 3。 目 前 治疗 工 型 糖尿 病 的 药物 包括 双 肽 
K. BANKS. MEME: -NUAS. AEmh UR. DPP-IV 抑制 剂 和 GLP-1 受 体 激动 剂 。 
TL 型 糖尿 病 患 者 的 肠 促 胰 岛 素 分 泌 的 功能 受 损 , GLP-1 受 体 激动 剂 可 以 促进 胰岛 
素 的 分 泌 ,， 不 但 具有 智能 降 糖 和 减轻 体重 作用 ， 而 且 还 具有 心血 管 保 护 作 用 , 无 
论 是 单一 疗法 还 是 与 其 它 药 物 联合 应 用 , 均 有 较 好 地 降低 血糖 和 保护 心血 管 的 疗 
效 ， 因 此 该 研究 领域 受到 高 度 关 注 0014。 
FAK GLP-1 在 体内 极 易 被 DPP-IV 酶 和 中 性 内 肽 酶 降解 , 故 其 在 体内 的 半 衰 
期 极 短 ， 仅 2-5 min。 本 研究 通过 ClonPix 2 亚 克 隆 筛选 得 到 表达 量 达 1.5 g/L 的 


稳定 细胞 株 ， 经 过 Protein A 和 Source 30 Q 层 析 纯 化 ， 得 到 SDS-PAGE 纯度 高 
于 95%, HPLC 和 CZE 纯度 不 低 于 80%, SEC 纯度 高 于 99% 的 GLP-1-IgG4-Fc 
融合 蛋白 。 通 过 HPLC-MS 及 肽 图 谱 分 析 ， 分 子 量 与 理论 一 致 ， 即 为 62562 Da 


(GOF/GOF ) 和 62724 Da(GOF/G1F , 氨基 酸 序 列 与 对 照 品 一 致 , 覆盖 率 为 100%。 
体外 活性 研究 表明 GLP-1-IgG4-Fc 融合 蛋白 具有 生物 活性 ， 且 与 对 照 品 高 度 相 
似 。 

经 研究 ,通过 ClonePix 2 筛选 高 表达 细胞 株 的 方式 具有 可 行 性 。 此 外 ， 项目 
组 自行 开发 建立 基于 HEK293/GLP-IR 细胞 的 生物 活性 测定 方法 专属 性 强 、 重 复 
性 好 ， 可 用 于 GLP-1 及 其 类 似 物体 外 生物 活性 的 评价 。 下 一 步 项 目 组 将 对 亚 克 
隆 进行 有 限 稀 释 筛选 单 克 隆 , 对 纯化 方法 进行 深入 的 研究 , 同时 将 在 动物 体内 考 
X GLP-1-IgG4-Fc 融合 蛋白 的 半衰期 和 降 糖 活性 。 综 上 ,文中 表达 和 鉴定 融合 蛋 
白 的 思路 和 方法 适用 于 其 它 由 原核 或 真 核 生物 表 达 的 生物 药 如 多 肽 、 蛋 白质 和 单 
抗 的 前 期 研究 ， 为 产业 化 奠定 基础 。 
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